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Description 

[0001] La presente invention conceme une bacteriocine de Lactobacillus sake! at plus particulierement de Lactoba- 
cillus sake! 2512. une sequence nucleotidique codarrt pour cette bacteriocine. et ('utilisation industrieile de cette bacte- 

5 riocine comme agent actif contra des floras pathogenes ou indesirables dans la preparation de produits alimentaires. 
[0002] Les bacteries tactiques sont utiiisees intensivement dans les fermentations alimentaires afin, non seuiement 
d'amellorer la saveur et la texture des aliments mais surtout pour allonger leur duree de conservation. De nombreuses 
bootdrioo laotlquoo ont on offot la facultc d'inhibor la orotasanoo de ocrtainos baotdries a. Cram poattif, dorrt des eouohee 
pathogenes comme Listeria monocytogenes, grace a rexcration de molecules antagonistes, parmi lesquelles des corrv 

10 poses peptidiques. Cos composes peptidiques, appeles bacteriocines, presentent done un potentiei interessant pour la 
preservation qualitative et sanitaire de produits alimentaires fermentes. 

[0003] A tjtre representatif de ces bacteriocines, on peut notamment ct'ter celles formant la sous-dasse de polypeptides 
denommes bacteriocines anti-Listeha, bacteriocines de classe Ha (Ennahar S. et al., 2000, FEMS Microbiol. Rev., 24 : 
85-1 06) et cystibiotiques (Jack R. et al, 1 995, Microbiol. Rev., 59(2) :171 -200). II a ete fait recemment etat de ('utilisation 

is potentielle d'une de ces bacteriocines de classe Ha. la drvercine V41 , pour empecher ia croissance de Listeria mono- 
cytogenes dans du saumon fume (Duffes F. etal., 1999, J. Food Prot, 62(12) :1 394-1 403). 
[0004] Les sequences de ces polypeptides presentent de fortes similitudes dans leur partie N-terminale, avec en 
particulier la presence d'un pont disulfure. La partie Oterminale hydrophobe est beaucoup plus variable, toutefbls 
cortainee de cos bacteriocines, di toe de type pediooine (podiooino PA 1 , enterooine A et dlvordno V41 ), oe oarootdricont 

20 par une taille superieure a 40 residus et la presence d'un deuxieme pont disulfure du cote C-terminal. 

[0005] Les auteurs de la presente invention ont mis en evidence une nouvelle bacteriocine de classe Ha produtte a 
partr d'une souche specifique de Lactobacillus sake!, qui s'avere particulierement efficace pour inhiber la croissance 
de Listena, plus particulierement de Listeria monocytogenes, 

[0006] En accord avec Tagg J.R, et al., Bacteriol. Rev., 40 ; 722-756 (1976), ie terme " Bacteriocine" au sens de 
25 I'invention fait reference a un polypeptide produit, par synthese ribosomique, a partir de microorganismes, capable 
d'inhiber specifiquement la croissance d'autres bacteries, 

[0007] Hugas et al., Food Microbiol, vol. 1 5, 1 998, pages 639-650 decrit Hsolement de la Sakacine K de Lactobacillus 
Sakei CTC 494 et son utilisation pour empecher ia croissance et ia propagation de Listeria monocytogenes dans des 
produits alimentaires. 

30 [0008] La presente invention a done pour premier objet un polypeptide issu de ia souche Lactobacillus sakei 2512, 
dote d'une activite bacteriocine. 

[0009] La souche Lactobacillus sakei 2512 a ete deposes le 25 mai 2000 aupres de la Collection Nationals des 
Cultures de Mlcroorgsnlsmes ou elle est enregistree sous le numero de depot 1-2479. 

[001 0] La bacteriocine objet de la presente invention a ete denommee Sakacine G. II s'agitd'un polypeptide possedant 
35 une masse moleculaire de Tordre de 3700 a 3900 et preferentieilement d'environ 3834 Da determinee par spectrometrie 
de masse. Eile possede un spectre d'inhibition bacterienne tres apparente a cefui des bacteriocines de Classe Ha. C'est 
ainsi qu'elle s'avere particulierement efflcace centre les souches de Lactobacillus sakei autres que le Lactobacillus 
sakei 2512, Pediococcus cerevisiae t rensemble des souches Listeria et centre les Enterococcus faecalis et durans. 
En revanche, elle s'avere inactive centre les autres especes de Lactobacillus comme par exemple le Lactobacillus 
40 debrueckii, !e Lactobacillus plantarum, le Lactobacillus brevis, le Lactobacillus casei, et une souche d'Enterococcus 
feodum. 

[0011] A I'image des bacteriocines anti-L/ster/ade type pediocine, la Sakacine G possede dans sa structure peptidlque 
avantageusement deux ponts disurfures. 

[0012] Une analyse des determinants genetiques de plusieurs bacteriocines de classe lla a montre que les genes 
43 Irnpllques dans leurs production, transport et tmmunlte, sont organises en une ou plusieurs structures de type operon. 
Ces operons ont une localisation souvent plasmidique et possedent generaiement au moins deux genes codant pour 
des proteines, homologues a un ABOtransporteur et une proteine accessoire, probablement impliquee dans I'export 
des bacteriocines. 

[0013] Le cionage du fragment nucleotidique contenant le gene de la Sakacine G a revele I'existence de trois cadres 
so ouverts de lecture complete skgA1 (SEQ ID N*1), $kgA2 (SEQ ID N°3) et skgDc (SEQ ID N°13) (incluant le cadre de 
lecture tronque skgD (SEQ ID N a 7)) et d'un cadre tronque skgl (SEQ ID N°5) dont une representation schematique est 
presentee en figure 1 . Le fragment nucleotidique est un double brin dont le monobrin 5*-3' est represente en sequence 
IDN°15. 

[001 4] Les produits des genes skgA 1 et skgA2, appeles pre-bacteriorines, peuvent subir une maturation au cours de 
55 iaquelie leurs peptides leaders respectifs sont dives entre les residus 1 8 et 1 9, liberant ainsi la Sakacine G active (residus 

19-55). 

[0015] Le fragment nucleotidique monobrin 5-3' comprenant skgA 1, skgA2, skgD et skgl figure en SEQ ID N°9. 
[0016] La presente invention a done egalement pour objet un polypeptide isote correspondant a une bacteriocine, 
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caraeteriee on co qu'il comprond la e6quance ID N°2 ot/ou la sequence ID NM. La sequence do la bacteriodne mature 

correspond a la sequence ID N°12 et est comprise dans les sequences ID N°2 et ID N°4. 

[0017] Le cadre de lecture appele skgl code une proline de 52 residus. La comparaison de cette sequence avec 
cells des banques de donnees montre de fortes similitudes de Skgl avec des proteines dltes d'immunit6. Ble code 
t> vraisemblablement ia proteine d'lmmunlte protegeant ia bacterle productrlce de la Sakaclne G. 

[0018] La presente invention s'etend egalement a un polypeptide Isoie comprenant la sequence ID N°6 correspondant 
au cadre de lecture skgl. 

[001 9] En ce qui conceme ie dernier gene skgDc, il code une proteine qui presente une homologie avec des proteines 
de ia famille des ABC-transporteurs, et plus particuUerement du transporteurde ia pediocjne PA-1. Le gene skgDc code 
10 vraisemblablement rABC-transporteur specifique de ia Sakaclne 6. 

[0020] La presente invention s'etend egalement au polypeptide isole comprenant ia sequence ID N*8 correspondant 
au gene dit skgD et au polypeptide isole comprenant la sequence ID N°14 correspondant au gene dit skgDc. 
[0021] II est entendu que sont egalement comprises les sequences homologues, deflnles comme 

is i) les sequences similaires a au moins 70% de ia sequence SEQ ID N° 2, N° 4, N'6, N°8, N*12, ou N°14 ; ou 

ti) les sequences codees par une sequence d'aclde nucietque homologue telle que ddflnle d-apres c'est-a-dlre une 
sequence d'acide nucleique hybridant avec ia sequence SEQ ID N" 1, N° 3, N° 5, N° 7, N° 9, N°13 ou N°15 ou sa 
sequence complementaire, dans des conditions stringentes d'hybridation. 

20 [0022] La encore, le terme "similaires" se refere a ia ressemblance parfaite ou Identite entre les acides amines des 
sequences homologues comparees mais aussi a la ressemblance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette 
recherche de similitudes dans une sequence polypeptidique prend en compte les substitutions conservatives qui sont 
doe substitutions d'acides amines de memo ctasse, telles quo doc substitutions d'acides amines aux chatnes laterales 
non chargees (tels que I'asparagine, la giutamine, ia serine, la threonine, et la tyrosine), d'acides amines aux chatnes 

25 laterales basiques (tels que ia lysine, I'arginine, et I'histidine), d'acides amines aux chaTnes laterales acides (tels que 
i'acide aspartique et I'acide glutamique); d'acides amines aux chaTnes laterales apolaires (tels que ia glycine, I'alanine, 
ia valine, ia leucine, risoieudne, la proline, la phenylalanine, la methionine, le tryptophane, et la cysteine). 
[0023] Plus generalement, par " sequence d'acides amines homologue on entend done toute sequence d'acides 
amines qui differe de la sequence SEQ ID N°2, N°4, NTS, N°8, N 9 12 ou NT14 par substitution, deletion et/ou insertion 

30 d'un acide amine ou d'un nombre redutt d'acides amines, notamment par substitution d'acides amines naturals par des 
acides amines non naturals ou pseudo-acides amines a des positions telles que ces modifications ne portent pas 
significativement atteinte a I'activite biologique du polypeptide isole et de preference de la Sakaclne G. 
[0024] De preference, une telle sequence d'acides amines homologue est similaire a au moins 85 % de la sequence 
SEQ ID N°2. N°4, N'6, N°8, N°12 ou N"14, de preference au moins 95 %. 

35 [0025] L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciei d'analyse de sequence (par exemple, Se- 
quence Analysis Software Package of the Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 
1710 University Avenue, Madison, Wl 53705). Des sequences d'acides amines similaires sont alignees pour obtenir ie 
maximum de degre dtiomologle (I.e. Identite ou similitude, comme deflnl plus haut). A uelle fin, il ueul etre neuessalre 
d'introduire de maniere artificielle des espaces f gaps") dans la sequence. Une fois I'alignemsnt optimal realise, le 

40 degje d'homologie est etaWi, par enregistrement de toutes les positions pour lesquelles les acides amines des deux 
sequences comparees sont identiques, par rapport au nombre total de positions. 

[0026] L'actlvite biologique du polypeptide isoie et notamment de la Sakaclne G se refers a sa capacite a inhiber la 
croissance de souches bacteriennes indesirabtes et/ou pathogenes, de preference de bacteries Listeria et plus parti- 
cuiierement de bacteries Listeria monocytogenes. 
45 [0027] La presente invention a egalement pour objet un acide mirtelqiie isnte. mriant nnnr un polypeptide tel que 
defini precedemment 

[0028] Plus predsement, la presente invention a pour objet un acide nucleique isole comprenant la sequence ID N tf 1 
et/ou la sequence ID N°3. 

[0029] La sequence nucfeotidique complete de ia rgyiun Iniullquets dans reAUfesslmi Ue la Sahaulne G (3099 ub) a 
so ete determinee. II s'agit d'un ADN double brin dont le brin 5-3' est represents en sequence ID N°15. Le brin 3-5' est 

presente en figure 2. La presents invention vise egalement un acide nucleique comprenant une telle sequence. 

[0030] Comme decrit precedemment, cette sequence possede trois cadres ouverts de lecture complets skgA 1, skgA2 

et skgDc et un tronque, skgl. Les genes supposes skgA 1 (SEQ ID N°1), skgA2 (SEQ ID N°3) et skgl (SEQ ID N°5) y 

sont orientes en sens inverse par rapport a skgDc (SEQ ID NM3). 
ss [0031] Sont egalement revendiques dans le cadre de la presente invention, I'acide nucleique de sequence ID N*5, 

I'acide nuc!6lque do sequence ID NT13 et I'acide nucieique de sequence ID N°7. 

[0032] II est entendu que sont egalement comprises les sequences homologues, definies comme : 
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I) des sequences simiiaires a au moms 70 % de la sequence SEQ ID m, N'3, N°5, NT, NT9, N°13 ou N e 15 ; ou 
ii) des sequences hybrldant avec ia sequence SEQ ID N e 1, N°3, N°5, N°7, N°9, N°13 ou N°15 ou leur sequence 
complementaire, dans des conditions stringentes d'hybridation, ou 

ill) des sequences oodant pour le polypeptide denomme Sakacine G, tel que defini precSdemmertt 

5 

[0033] De preference, une sequence nucleotidique homologue selon I'lnvention est similalre a au motns 75 % des 
sequences SEQ ID N°1 t N°3, N°5, N°7, N c 9, N°13 ou N°15, de preference encore au moins 85 %, ou au moins 90 %. 
[0034] De maniere proferentioIlQ, une telle eequonoo nuc!6otJdlquo homologuo hybrido op6oiflqucmont aux adquencea 
complementaires de la sequence SEQ ID N°1, N°3, N°5, N*7, N°9. N° 1 3 ou N°1 5 dans des conditions stringentes. Les 
10 parametres definlssant les conditions de stringence dependent de la temperature a laqueiie 50% des brins apparies se 
separent (Tm). 

[0035] Pour ies sequences comprenant plus de 30 bases, Tm est deflnJe par la relation (Sambrook et al, 1989.NY.: 
Cold Spring Harbor Laboratory) : 

15 

Tm = 81,5 + 0,41(%GfC) + 16,6 Log(coccentration en cations) - 0,63(%formamide) 

- (600/nombre de bases) 

20 [0036] Pour les sequences de longueur inferieure a 30 bases, Tm est d6flnie par la relation : 

Tm - 4(G+C) + 2 ( A+T) . 

25 [0037] Dans des conditions de stringence appropriees, auxquelles les sequences aspecifiques ntiybriderrt pas, ia 
temperature d'hybridation peut dtre de preference de 5 a 1 0°C en dessous de Tm. et les tampons d'hybridation utilises 
sont de preference des solutions de force ionique 6!evee telle qu'une solution 6xSSC par exemple. 
[0038] Le terme "sequences simiiaires" employe plus haut se refere a la ressembiance parfaite ou identity entre les 
nucleotides compares mats aussi a la ressembiance non parfaite que Ton qualifie de similitude. Cette recherche de 

30 similitudes dans les sequences nucteiques distingue par exemple les purines et les pyrimidines. 

[0039] Une sequence nucleotidique homologue aux cadres ouverts de lecture represented en SEQ ID N° 1 , N°3, N*5, 
N°7, N p 9, N a 13 ou N 8 15 inclut done toute sequence nucleotidique qui differe de ia sequence SEQ ID N°1, N°3, N°5, 
N°7, N°9, N°13 ou N°15 par mutation, insertion, delation ou substitution d'une ou plusJeurs bases, ou par la degen£res- 
cence du code genetlque, pour autant qu'elle code un polypeptide presentant 1'activite btologique de ia Sakacine G, 

35 com me dSfinie ti-apres. 

[0040] Parmi de telles sequences homoiogues, sont comprises les sequences des genes de bacteries autres que 
Lactobacillus, codant pour la Sakacine G. 

[0041] Les polypeptides de la presente invention peuvent Stre synthases par toutes les methodes bien connues de 
Thomme du m&ier. Les polypeptides de invention peuvent par exemple §tre synthases par les techniques de la chimie 

40 de synthese, telles que la synthase de type Merrifield qui est avantageuse pour des raisons de purete, de specificite 
antigenique, d 'absence de produite secondares non desires et pour ea fadlrte de production. 
[0042] La presente invention a egalement pour objet un precede de production d'un polypeptide recombinant dans 
lequei un vecteur comprenant un acide nucleique conforme a la presente invention est transfer^ dans une cellule hdte 
qui est mise en culture dans des conditions permettant ('expression d'un polypeptide conforme a fa presente invention 

48 ou d'un polypeptide code par une sequence d'aclde nuaeique conforme a la presente invention. 

[0043] La bacteriocine recombinante peut egalement §tre produite par un precede^ dans lequei un vecteur contenant 
un acide nucleique comprenant une sequence nucleotidique conforme a Tinvention et de preference les sequences 
SEQ ID N°1 et/ou N°3 ou une sequence homologue est transferee dans une celfule hdte qui est mise en culture dans 
des conditions permettant I'expression du polypeptide correspondant. La proteine produite peut ensuite etre r6cup6nle 

50 et purifiee. Les proc6des de purification utilises sont connus de I'homme du metier. Le polypeptide recombinant obtenu 
peut aire purifle a partir de lysats et extraits cellulaires, du surnageant du milieu de culture, par des m6thodes utflisees 

Individuellement ou en comb ina icon, tolloc que le fractionnement, lee mefhodee de chromatographic, loo toohniquoo 
d'immunoaffinite a Taide d'anticorps mono- ou polyclonaux spScifiques, etc. 

[0044] La sequence d'acide nudeique d'interSt, codant pour la Sakacine G, peut dtre insert dans un vecteur d'ex- 
55 pression, dans (equel etle est Nee de maniere operante a des elements permettant la regulation de son expression, tels 
que notamment des promoteurs, activateurs et/ou termlnateurs de transcription. Les stgnaux contrOiant I'expression 
des sequences nudeotidiques (promoteurs, activateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonction de I'hdte 
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ooliutairo utitic6. A oot offot, loo cdquonooc nuoldotidiquoo colon I'invontlon peuvont etr© ineordoc done doc vooteuro 6 
replication autonome au sein de Phdte choisi, ou des vecteurs integratifs de I'h6te choisi. De tels vecteurs seront prepares 
selon les methodes couramment utiBsees par I'homme du metier, et ies clones en resultant peuvent etre introduits dans 
un note approprie par des methodes standard, telles que par example I'electroporation ou la precipitation au phosphate 
de calcium. 

[0045] Les vecteurs de clonage et/ou depression tels que decrits ckiessus, contenant une sequence nucteotidique 
definie seion invention font egalement partie de la presente invention. 

[00461 Llnvention vise en outre tes cellules hdtes transformees, de maniere transitoire ou stable, par ces vecteurs 
d'expression. Ces cellules peuvent etre obtenues par ('introduction dans des ceiiuies hdtes, de preference procaryotes, 
d'une sequence nudeotidique inseree dans un vecteur tel que definl d-dessus, puis ta mlse en culture desdites cellules 
dans des conditions permettant la replication et/ou ('expression de la sequence nudeotidique transferee. 
[0047] Doe exemplee de cellulee hotae induont notammont doe bacterios tel lee que Lactococcue, Lactobacillus, 
Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Escherichia et les levures. 

[0048] Les sequences nudeotidiques de invention peuvent etre d'origine artificlelle ou non. II peut s'agirde sequences 
d'ADN ou d'ARN, obtenues par criblage de banques de sequences au moyen de sondes elaborees sur ta base des 
sequences 5>fcU IP N"i, N"3, N"S, N*7, N*9, N*13 et/ou N"I5. De telles banques peuvent etre preparees par des 
techniques classiques de biologie moleculaire, connues de I'homme de Tart 

[0049] Les sequences nudeotidiques selon llnvention peuvent egalement etre prgparees par synthase chimique, ou 
encore par des methodes mixtes induantla modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage 
des banques. 

[0050] La presente invention se rapporte egalement a un procede pour inhiber la croissance de Listeria, plus parti- 
culierement de Listeria monocytogenes dans un environnement qui peut etre alimentaire ou non et qui est susceptible 

d'etre oontamine aveo lee Listeria rrtonocytog&noG. 

[0051] Les Listeria monocytogenes sont des microorganlsmes pathogenes qui sont a I'origine de seVeres maladies 
chez ies etres humains et animaux et qui peuvent notamment etre faciiement transmissibles par des aliments contamines, 
plus spedalement au moyen de viandes, de produits carnes, de produits marlns, de latt et de produits derives. La 
presente invention propose done un precede pour inniber la croissance de Listeria monocytogenes dans un ailment 
susceptible de contenir des Listeria monocytogenes a titre de contaminant, ledit procede comprenant ('addition d'un 
polypeptide conforme a llnvention dans ledit aliment en une quantite suffisante pour inhiber la croissance de Listeria 
monocytogenes. 

[0052] Les bactenodnes conformes a {Invention sont de preference utiiisees dans tout systems alimentaire en une 

quantite comprise entre 1 et 100000 unites arbitraires (AU) de bactenodnes par gramme d'aliment. 

[0053] Une AU de bacteriocines est definie comme 5 jil de la dilution la plus elevee du sumageant de culture condulsant 

a une zone definie dlnhlbltion de croissance par rapport a une souche temoin d'une bacterie a Gram positif sur un milieu 

agar. 

[0054] Bien que les aliments soient les plus concemes par une contamination par Listeria monocytogenes, les produits 
vetertnaires et medicaux peuvent egalement etre contamines avec ce type de bacteries, de meme que les produits 
cosmetiques ou produits apparemes. 

[0055] Les bactenodnes conformes a la presente invention, et notamment fa Sakadne G, sont done egalement utiles 
pour inhiber la croissance de ce type de pathogenes dans ces produits. 

[0056] La presente invention a ainsi pour objet I'utiiisation (Tune bacteriodne conforme a la presente invention comme 
agent actif contra des fiores pathogenes ou indesiraWes notamment dans la preparation de produits alimentaires et plus 
predsement pour inhiber la croissance et la propagation de Listeria, plus particulierement de Listeria monocytogenes, 
dans ies produits alimentaires. 

[0057] Le polypeptide peut etre Incorpore to! quol dans lo produit alimentaire consider© ou encore y dtro produit a 

partir de la souche Lactobacillus Sakei 2512. 

[0058] La presente invention a ainsi egalement pour objet {'utilisation de la souche Lactobacillus Sakei 251 2 dans un 
produit alimentaire pour y generer un pdypeptide bacteriocine conforme a llnvention. 

[0059] L'lnventton conceme encore une composition bacteriodne, caractensee en ce qu'elte comprend au moms un 
polypeptide conforme a la presente invention, c'est-a-dlre issue de la souche Lactobacillus Sakei 2512 ou comprenant 
ia sequence SEQ ID N°2, ou N*4, ou N°12, ou N°14 ou la souche Lactobacillus Sakei 2512. 
[0060] L'invention s'etend egalement a rutilisation de la souche Lactobacillus sakei 2512 destinee a produire un 
polypeptide tel que defini plus haut, pour inhiber (a croissance et la propagation de Listeria, plus particulierement de 
Listeria monocytogenes, dans des produits alimentaires ainsi que les compositions comportant de telle souche. 
[0061] Les exemples et ia figure d-apres sont presentes a tltre iilustratif de I'objet de la presente invention. 
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FIGUKE : 
[0062] 

s Figure 1 : Representation schematique du locus genetique implique dans ia production de la sakacine G. 

Figure 2 : Brin complementalre 3-5' correspondant a la sequence nucieotidique complete de la region impliquee 
dans ('expression de la Sakacine Q et dont le brin 5'-3' est presente en SEQ ID N*15. 

MATERIELS ET METHOPES 

w 

[0063] 

• Souches bacteriennes et milieux de culture. Lactobacillus sakei 2512 est cultivee a 30°C en milieu MRS (DIFCO 
Lflboratories) sterilise 12 mln a 1 10*C. Les souches indlcatrlces sont cultivees en milieu BHI ("brain-heart infusion"; 

is DIFCO Laboratories) a 37*C. 

• Test d'activite. Du milieu BHI, getose a 10g/1 v est ensemence a 1 % par une preculture de souche indicatrice en 
phase stationnaire avant d'etre coule en boite de Petri. Cinquante microlitres de solution de sakacine G sont deposes 
dans des puits creuses dans la geiose refroidie a i'emporte piece. L'actMte bacteriocine se traduit par I'apparition 
do zones d'tnhibition autour des puits apres Incubation una nuit a 37°C. 

20 • Analyse proteique. La sakacine G est analyses en spectrometrie de masse sur un apparel! Perkin-Elmer Sciex 
AP1 1 65 equipe d'une source d'ionisation par lonspray. Apres lyophilisation, la fraction HPLC active est reprise avec 
une solution acetonitrfle / eau (1 :1) contenant 0,1 % d'acide formique puis injectee par infusion a un debit de 5 pJ/min. 
La concentration proteique est determines par ta methode a ractde Dldncnoninique au moyen du Kit BCA (Sigma) 
selon les instructions du fabriquant 

26 Les comparaisons de sequences proteiques sont realisees grace au programme BLAST (1 ), accessible a partir du 
serveur ExPASy du "Swiss Institute of Brainformatics". 

• Clonage moleculaire et transformation. Les plasmides sont extraits et purifies a partir de souches 6' Escherichia, 
coliet de Lactobacillus sakei 2512 seion les methodes decrites precedemment par Sambrook et a!., 1989, NY : 
Cold Spring Harbor Laboratory et Muriana et Waenhammer, 1987, Appt, Environ. Microbiol., 53 :553-560 respec- 

30 tivemerrt. 

[0064] Les enzymes de restriction et de modification de I'ADN sont utilisees selon les indications du fournisseur (Gibco- 
BRL). Les electrophoreses en gel d'agarose, analytique et preparative, sont conduites en tampon Trls/borate/EDTA (pH 
8,3) selon les methodes decrites par Sambrook et at, 1989, NY : Cold Spring Harbor Laboratory. Les fragments d'ADN 

35 digeres sont purifies a partir des gels d'agarose en utilisant le kit "Prep-a-Gene u (Bio-Rad). Les clonages dans les 
plasmides pGEM-T (Promega) et pZER02 (Invitrogen) sont realises selon les recommandations des foumisseurs. Le 
transfert de type Southern est realise sur membrane de nylon (Hybond-N+, Amersham) selon Sambrook et al. t 1989, 
NY : Cold Spring Harbor Laboratory. Le transfert est suivi d'une hybridation avec une sonde radioactive obtenue par 
marquage au a I'aide du kit "random primers DNA labelling system" (Gibco-BRL). Les bacteries B. coii sont rendues 

to competentes et transformees seion la methode de Hanahan, 1983. J. Mol. Biol. 1 66:557-80. 

[0065] La Taq polymerase (Gihno-BRL) est utilisee selon les recommandations du fournisseur L'amplification du 
fragment d'ADN codant la Sakacine G a ete realises a I'aide d'un appareii "Geneamp 9700®" (Perkin-Elmer) seion les 
conditions sulvantes : 35 cycles de denaturation a 94°C pendant 30 s, hybridation a 45°C pendant 30 s et elongation a 
72°C pendant 1 min suivis d'un cycle supplemental d'elongation a 72°C pendant 5 mln. 

45 [0000] Le fragment d'ADN portant le locus sakatirte G est sequence a I'aide tf'ur i seuuenceur automatlque ABI Pffsm 
310® (Perkin-Elmer) en utilisant le kit de sequencage "Big-dye terrninator®r (Perkin-Elmer) et les amorces nucleotidiques 
appropriees. 

EXEMPLE 1 : 

so 

Isolement et purification de la Sakacine G. 

[0067] Une culture de 16 h de Lactobacillus, safce/251 2 (1 00 ml) est centrifugee a 6000g pendant 1 5 min. Le sumageant 
de culture est ensutte chauffe a 70°C pendant 20 min. Le sumageant refroidi est ensuite dilue avec 1 volume d'eau (le 
55 pH de fa solution dikiee doit etre inferieur a 6, par addition d'HCI 1 M si necessaire) avant d'etre passe sur une colonne 
(2.5x1 6 cm) contenant une resine eel lai iyeuse de callous (catuuAy-i iielhyl cellulose; Celluflne C-200, Arnicon) equlllbree 
avec de I'eau. Apres des lavages successifs avec de I'eau (100 ml) puis une solution de NaCI 0,1 M (150 mi), la Sakacine 
G est eluee avec une solution de NaCI 0.5M (200 ml). Le pH de toutes les solutions doit etre inferieur a 6. La fraction 
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active ©ct ensuite depoeee cur cartouche d'extraction en phase solid© (Sep-pak plua C18, Waters) 6quilibree dans Teau. 
Apres lavages successifs avec 5 ml de solutions d'acetate d'ammonlum 20 mM contenant 0, 1 0, 20 et 30% d'acetonltrile, 
la Sakacine G est eluee avec 10 ml d'acetate d'ammonium 20 mM contenant 80% d'acetonttrile. Apres iyophilisation, 
I'extrait est solubBlse dans 1 ml de solution aqueuse d'acetonitrile a 40% puis injecte sur une colonne HPLC anafytique 

3 de phase Inverse en C6 (Kromasll, o>m, 100 A, 4.0 x 250 mm, A.I.T.). L'HPLG a dte r6ails6e sur uri apparelilage 
comprenant une pompe PerWn-Elmer series 200 LC connected a un detecteur Perkin-Elmer 785A. Le chrornatogramrne 
en absorption est enregtetre a 220 nm. La separation est realises, a un debit de 0,8 mt/min selon le gradient suivant : 
Solvant A = eau/acWe trifluoroacetique 0,1%; solvant B = acetonitrile/eau/ aclde trifluoroacetique 0,07%. Apres un lavage 
de 5 mln avec 20% de solvant B, I'elution est realisee par un gradient de 20 de 40% de solvant B en 10 min puis de 40 

w a 55% de solvant B en 20 min. 

[0068] La fraction correspondent au pic a 23 min s'etant revelee active centre Listeria rvano vii BUG 496 a ete analysee 
en spectrometrie de masse en ionisation "ionspray". La molecule apparatt pure a au motns 95% et possede une masse 
motecuiaire de 3834,32 ± 0,31 Da. La quantite de Sakacine G atnsi purifies a ete estimee a 120 ^g a partir de 100 mJ 
de culture. Le rendement de purification a ete esilme a 55% d'activite retrouvee. Une partie de la sequence primaire de 

is la Sakacine G a ete determinee par microsequencage et deux oligonucleotides degeneres ont ete etablis a partir de 
cette sequence. 

EXEMPLE 2 : 

20 Clonage du locus genetlque Impliqu6 dans la production de la sakacine G 

[0069] Par genetique inverse, deux oligonucleotides degeneres SakG01 (5* AARTATTATGG NAAYGGNGT 3') (SEQ 
ID N°10) et SakG02S (5 1 ACATGATGNCCNICCRTTNGC 3*) (SEQ ID N 6 1 1) orrt ete cholsls afin d 'amplifier le fragment 
d'ADN correspondant au gene de structure de la sakacine G mature (SEQ ID N°15) par reaction de polymerisation en 

25 chaTne (PCR). L'amplifiat ainsl obtenu, d'une faflfe approximative de 1 00 pb a et6 done dans le plasmide pGEM-T pour 
former le plasmide pJMBYCOL Le fragment de restriction Pvu\\ de 560 pb issu de pJMBYCOl, incluant le fragment 
Insure, a servl de sonde d 'hybridation, lois d'un Uansretl de type Suulliam, pour looalteel te genu de stiucluie sur It* 
genome de Lactobacillus sakei 2512. A partir d'un extrait piasmidique de Lb. sakei 2512 digere par les enzymes de 
restriction HincRU et EcoR\, la sonde a revele des fragments de tailles respectives d'environ 2,1 et 9 kpb. Le fragment 

30 HindiW de 2,1 kpb a et6 purifie puis Insere dans le vecteur pZER02 pour donner le plasmide pJMBYC02. La presence 
du gene de structure de la sakacine G dans pJMBYC02 a ete demontree par amplification PCR avec les amorces 
SakGOl et SakG02 puis par sequencage nucleotidique du fragment insere dans pJMBYC02. Une strategie volsine a 
ete utiilsee afin de determiner la sequence complete du gene skgD. L'extrait piasmidique de Lb, sakei 2512 a ete" digere 
par Xbat. Le produit de digestion a 6te insert dans le plasmide pBluescript SK+. Les clones porteurs de la sequence 

35 d'irtteret ont ete reveles au moyen d'une sonde radioactive prepares par PCR realisee sur le plasmide pJMBYC02 a 
I'aide des oligonucleotides SakG03 (5' CCTTGGTCAGGCTATCG 3 1 ) (SEQ ID NM6) et SakG04 (5' ATCACCTTTT- 
TGAATTACCC 3») (SEQ ID N°17). 

[0070] (-'analyse de la sequence nucieoUdique complete de la region (3001 pb) a revele rexisfcence de Uuis cadres 
ouverts de lecture complets skgA1 et skgA2 et skgDc et d'un tronque, skgi Les genes supposes skgA 1 skgA2 et skgl 

40 sont orientes en sens inverse par rapport a skgD. 

[0071] Chacun des cadres ouverts de lecture est precede d'un site potentiel de fixation des ribosomes. Les genes 
skgA1 et skgA2 cedent tous les deux des prolines de 55 residus d'acides amines dont les sequences 19-55 sont 
totalement identiques. La sequence 19-52 correspond a la sequence de la sakacine G obtenue par microsequencage. 
La presence de 4 residus cysteine en positions 9, 14 et 24 et exterminate est a noter. De plus, la masse moleculaire 

45 nalculee de peptide, de 3R3R.2 Da qui Hiffere de la masse moleculatre mesureB (3834,32 Da) de 4 Da montre la 
presence de deux ponts disuitures sur la sakacine G, comme cela a deja ete demontre pour d'autres bacteriocines anti- 
Listeria. 

[0072] Les sequences 1-18 des proteines SkgA1 et SkgA2 ne different que de 3 residus et presentent de fortes 
hoirruJogles avec les peptides "leader" des bacteriocines de classe II, qui sont impfiquees dans le transport de ces 
so peptides par des ABC-transporteurs specifiques. En particulier le motif GG terminal est caracteristique de ces sequences 
leader et constitue le site de maturation de ces bacteriocines. La comparaison des sequences nucleotidiques des genes 
skgA 1 et skgA2 montre egaiement une identite de sequence de plus de 95% pour la partie des genes codant la bacte- 
docine mature. 

[0073] Le cadre de lecture ouvert incomplet appele skgl code une proteine de 52 residus. La comparaison de cette 
55 sequence avec celles des banques de donnees montre de fortes homologies de Skgl avec les proteines dites d'immunlte 
Lccl et Mesl. L'implirtatinn He Mesl dans la pmtenfinn vis a vis rie la mesenteric na Y105 a ete riemnntree. On pent 
supposer que skgl code la proteine d'immunite a la sakacine G, 

Le dernier gene skgDc code une proteine de 727 arides amines. D'apres les banques de donnees, SkgDc est tres 
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nomoiogue de protemes de la famine des Aac-transportaurs et plus parttcutlerement des transporteurs de ia pedloclne 
PA-1 : PedD ou PapD (Marugg et al., 1 992; Appl Environ Microbiol 58, 2360-7; Motiagh et al. t 1 994, Lett Appl Microbiol 
1 8, 305-1 2),de la sakacine P : SppT (Huhne et al., 1996, Microbiology 142, 1437-48), de ta sakacine A : SapT (Axelsson 
and Hoick, 1 995, J Bacteriol 1 77, 2125-37) et de la mesentericine Y1 05: MesD (Fremaux et al., 1995, Microbiology 141 . 
5 1637-45). 

EXEMPLE 3 : 

Spectre d'inhibition. 

10 

[0074] La sensibilite a la Sakacine G de 17 souches bacteriennes a ete testee par ia methode de test en puits (cf 
Matenels et Memodes). Les resultats sont preserves dans le tableau 1 ci-apres : 



TABLEAU 1 



15 



20 



25 



35 





Rayon des haios d'inhtbiUon (mm) 


Lc.iactis ATCC 11454 


0 


Ln. Paramesenteroides DSM 20288 


0 


I n MRs&ntf±rnlri&$ DSM ?04A4 


0 


Ln. Mesenteroides DSM 20240 


0 


Lb. Delbrueckii DSM 20081 


0 


Lb. Plantarum DSM 20174 


0 


Lb brevis DSM 20054 


0 


Lb. easel DSM 2001 1 


0 


Lb.sakei25iS 


1 


P. vcfUllautiul ENSA1A S63 


0 


P. cerevisiae IP 5492 


1 


E.feec/wnENSAIA, 631 


0 


£ faecatis IP 5430 


2 


B. faecatis ENSAIA 636 


1 


E. durans ENSAIA 630 


2 


L. inocua 881 1 


3 


L. ivanovi BUG 496 


6 



[0075] Le spectre d'inhibition de cette bacteriocine apparatt comma assez etroit et Hmit6 aux souches de Lactobacillus 
sakei et Pediococcus cerevisiae pour les bacteries iactiques. Ce peptide apparatt, comme les autres bacteriocines de 
ciasse I la, actif contre toutes les souches de Listeria testees, ainsi que contre les Enterococcus faecatis et durans mais 
^0 pas contre Enterococcus faecium. 

LISTEDE SEQUENCES 

[0076] 

AS 

<110> RHODIA CHIMIE 

<120> BACTERIOCINE ANTI-LISTERIA 

so <130> 

<140> 
<141> 

55 <160> 17 

<170> Patentln Ver. 2.1 
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<210> 1 

<211>196 

<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 

<221>CDS 

<222>(20)..(187) 

<400>1 

ttaacaggag gtattcaaa atg aag aat aca cgt age tta acg ate caa gaa S2 
Met Lys Asa Thr Arg Ser Leu Thr He Gla Glu 
15 10 

at a aaa tec ate aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggt gtt age tgt 100 
He Lys Ser He Thr Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asa Gly Val Ser Cys 
IS 20 25 

aac tct cat ggt tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt ggg 148 
Asa Ser His Gly Cys Ser Val Asa Trp Gly Gla Ala Trp Tar Cys Gly 
30 35 40 

gta aat cat eta get aat ggc ggt cat ggg gtt tgt taa ttatttaaa 196 
Val Asa His Leu Ala Asa Gly Gly Hia Gly Val Cys 
45 50 55 



<210>2 
<211>55 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 2 



Met Lys Asa Thr Arg Ser Leu Thr He Gla Glu lie Lys Ser He Thr 
is 10 15 

Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asa Gly Val Ser Cys Asa Ser His Gly Cys 
20 25 30 

Ser Val Asa Trp Gly Gla Ala Trp Thr Cys Gly Val Asa His Leu Ala 
35 40 45 

Asa Gly Gly flls Gly Val eye 
50 55 



<210>3 
<211> 196 
<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 
<221> CDS 
<222> (20)..(187) 
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10 



taatttggag atgttcttt atg aaa aac gca aaa age eta aca att caa gaa 52 
wet Lys Asn Ala kys ser lieu Tar lie Gin Gin 
r l 5 10 

atg aaa tct att aca ggt ggt aaa tac tat ggt aat ggc gtt age tgt 100 
Met Lys Ser lie Thr Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys 
15 20 25 

aac tct cac ggc tgt tea gta aat tgg ggg caa gca tgg act tgt gga 148 
Asn Ser His Gly Cys Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly 
30 35 40 

15 gta aae cat eta get aat gge ggt eat gga gtt tgt taa ttaaoagafc 19€ 

Val. Asn His Leu Ala Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
45 50 55 

<210>4 
20 <211>55 
<212>PRT 

<21 3> Lactobacillus sake 



25 



30 



35 



<400>4 



Met Lys Asn Ala Lys Ser Leu Thr He Gin Glu Met Lys Ser He Thr 
15 10 15 

Gly Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys 
20 25 30 

Ser Val Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala 
35 40 45 

Asn Gly Gly His Gly Val Cys 
50 55 



<210>5 
40 <211> 181 

<212> ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 
45 <221>CDS 

<222>(24)„(179) 

<400> 5 

50 

ttaaaaaagg agaegtgatt aaa atg gca aac aaa gac aat att aaa act gaa 53 

Met Ala Asn Lys Asp Asn He Lys Thr Glu 
15 10 



10 



EP 1 285 069 B1 



tct aaa aac aac ate gaa get etc ttg cac tta eta gaa aag cgt cct 101 
Ser Lys Asn Asn lie Glu Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro 
15 20 25 

gta aaa tec agt gaa tta etc gat att att gac gtt ctt tec caa gtt 149 
Val Lys Ser Ser Glu Leu Leu Asp He He Asp Val Leu Ser Gin Val 
30 35 40 

tat age aaa att gat ata get aag aat ccc ga 181 
Tyr Ser Lys He Asp He Ala Lys Asn Pro 
45 so 



<210>6 
<211>52 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
<400>6 



Met Ala Asn Lys Asp Asn He Lys Thr Glu Ser Lys Asn Asn He Glu 
15 10 15 

Ala Leu Leu His Leu Leu Glu Lys Arg Pro Val Lys Ser Ser Glu Leu 
20 25 30 

Leu Asp He XI e Asp Val Leu Ser Gin Val Tyr Ser Lys He Asp He 
35 40 45 

Ala Lys Asn Pro 
50 



<210>7 

<211>1203 

<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 

<220> 
<221>CDS 
<222> (20).. (1201) 

<400>7 
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10 



20 



25 



35 



40 



45 



50 



55 



aaattaggag acttatata ttg ttt aat ctg ttg aga tac aaa aaa tta tat 52 
Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lye Lye Leu Tyr 
1 5 10 

tgt tea caa gtg gat gaa gat gat tgt gga ate gca get ttg aat atg 100 
Cys Ser Gin Val Asp Glu Asp Asp Cys Gly lie Ala Ala Leu Asn Met 
15 20 25 

att ttt aaa aat ttt ggt tec gaa tat tea eta tea aaa ttg cga ttc 148 
lie Phe Lys Asn Phe Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe 
30 35 40 



tta gca aaa ace agt caa caa ggg act act att ttt gga ctg ata aag 196 

Leu Ala Lys Thr Ser Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu He Lys 

15 45 50 55 

get gca gag gaa eta aat tta gaa gcg aat gca tta caa get gat atg 244 
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w 



Ala Ala Glu Glu lieu Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met 
60 65 70 75 

gge arc ttt aaa gat gaa aafc tta ar.g eta coa afco afcfc goa oat: gtfc 39a 
Gly He Phe Lys Asp Glu Asn Leu Met Leu Pro He He Ala His Val 
80 85 90 

fcta aag era* gga aaa gtt ctg est tac tac get gfca ttfc gat gtt tog 340 
Leu Lya Gin Gly Lys -Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser 
95 100 105 

aaa gac ttt tta att att ggt gac cca gac cca sea aha gga att acg 388 
Lya Asp Phe Leu He He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr 
110 * 115 120 

15 gaa ate tec aaa aag gat ttt gaa aat gaa tgg acg ggt aat tfcc ata 436 

Glu He Ser Lys Lys Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He 
125 130 135 

aca ttt tea aaa gga aag aac ttt gtt tea gag aag cag aga aat aac 484 
20 Thr Phe Ser Lys Gly Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn 

140 145 150 155 

agt tta etc aag ttt att cct att ttg aga cag caa aaa tec eta ata 532 
Ser Leu Leu Lys Phe He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He 
160 165 170 

25 

ttc tgg ata get ttc gee gca ata eta ttg atg ata att agt att gca 580 
Phe Trp He Ala Phe Ala Ala He Leu Leu Met He lie Ser He Ala 
175 180 185 

gga tea ctt ttt tta gaa caa ctt gta gat ata tat ata cca cac aaa 628 
Gly Ser Leu Phe Leu Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys 
190 195 200 

aat atg gat aca ttg ggg att ate teg att tgc tta att gga gee tat 676 
Asn Met Asp Thr Leu Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr 
35 205 210 215 

ctt tta cag gec gta atg acg tat ttt cag aat ttt tta eta act ata 724 
Zieu Leu O In Ala. Vail Met Thr Tyr Phe Gin Asu Ftic lieu Leu Tfcx He 
220 225 230 235 

40 ttt gga caa aat ctt tct aga aaa att att tta aat tat att aat cac 772 

Phe Gly Gin Aon Leu ear Arg Lys Ho lie Leu Asn Tyr lie Aan Hie 
240 245 250 

ctt ttt gaa tta ccc atg tct ttc ttc tea aca cgt aga gtt ggc gaa 820 

43 Leu Phe Glu Lou Pro Mot Ser Phe Pho Sor Thr Arg Arg Val Cly Glu 

255 260 265 

ata gtc tct egg ttt aca gat gca age aag att ata gat get ttg gca 868 

Ilf* Val Ser Arg Phe Thr A«j> Ala Lye Ho Ho Acp Ala Lou Ala 

270 275 280 

50 

agt acg att ttg act etc ttt tta gat gtt tgg atg ttg gtt aca ate 916 

Ser Thr He Leu Thr Leu Phe Leu Asp Val Trp Mtet T^u Val Thr XI* 
285 290 295 

55 tea ate gtt etc gta ttt tta aat aca aag tta ttt atg att tct ctg 964 

Ser He Val Leu Val Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met He Ser Leu 



30 
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w 



300 305 310 315 

gta net ata ccg gtg tac tea gtt ata att tat geg fcfct aaa aat aca 1013 
Val Ser lie Pro Val Tyr Ser Val lie He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr 
320 325 330 

ttt aat ggo ctg aac cat aaa tea atg gaa aat goa gaa tta tfcg aat 10GO 

Phe Asn Gly Leu Asa His Lys Ser Met Glu ABn Ala Ala Leu Leu Asn 
335 340 345 

tct gca ata ate gaa aac gta act ggc ata gaa act gta aaa tea tta 1108 
Ser Ala lie He Glu Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu 
350 355 360 

1S act tea gaa gaa ttt tec tac aat caa ate act gat aga tec gaa aat lis 6 

Thr Ser Glu Glu Phe Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn 
365 370 375 

ttt ctt aac agt tec tta egg tat acg ata get gac caa gga cag ca 1203 
20 phe Leu Asn Ser Ser Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin 
380 385 390 



25 <210>8 

<211>394 
<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 
30 <400>8 



35 



40 



50 



55 
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Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr Cys Ser Gin Val Asp 
.1 5 10 15 

Gl.tt Asp Asp Cyn Gly He Ala Ala Leu Asn Met*. Tie Phe T.y» Asn Phe 
20 25 30 

Gly Ser Glu Tyr Ser . Leu Ser Lys Leu Arg Phe Leu Ala Lys Thr Ser 

3B " 40 45 

Gin Gin Gly Thr Thr lie Phe Gly Leu lie Lys Ala Ala Glu Glu Leu 
50 55 60 

Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met Gly He Phe Lys Asp 
65 70 75 80 

<3lu Aon lieu. Met lieu Pro He He Ala His Val lieu Lyo Oln Gly Ly» 
85 90 95 

Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser Lys Asp Phe Leu He 
100 103 no 

He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr Glu He Ser Lys Lys 
115 120 125 

Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He Thr Phe Ser Lys Gly 
130 135 140 

Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn Ser Leu Leu Lys Phe 
145 150 155 160 

He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He Phe Trp He Ala Phe 
165 170 175 
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Ala Ala lie Leu Leu Met lie lie Ser He Ala Oly Ser Leu Phe Leu 
180 * 185 190 

Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys Asn Met Asp Thr Leu 
195 200 205 

Gly He He Ser He Cys Leu He Gly Ala Tyr Leu Leu Gin Ala Val 
210 215 220 

Met Thr Tyr Phe Gin Aan Phe Leu Leu Thr He Phe Gly Gin Asn lieu 
225 230 235 240 

Ser Arg Lys He He Leu« Asn Tyr He Asn His Leu Phe Glu Leu Pro 
245 250 255 

Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu He Val Ser Arg Phe 
260 265 270 

Thr Asp Ala Ser Lys He He Asp Ala Leu Ala Ser Thr lie Leu Thr 
275 280 2B5 

Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He Ser He Val Leu Val 
290 295 300 

Phe t*f>u Aon Thr Lye Leu. Phe Met lie Ser Lou Val Ser He Pro Ve.1 
305 310 315 320 

Tyr Ser Val He He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr Phe Asn Gly Leu Asn 
30 325 330 335 

His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn Ser Ala He He Glu 
340 345 350 

35 Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu Thr Ser Glu Glu Phe 

355 360 365 

Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn Phe Leu Asn Ser Ser 
370 375 380 



20 



25 



40 



Leu Arg Tyr Thr He Ala Asp Gin Gly Gin 
385 390 



45 <210> 9 

<211>2042 
<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 
50 <400>9 



55 
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agcttcggga ttcttagcta tatcaatttt 
atcgagtaat tcactggatt ttacaggacg 
gttgttttta gattcagttt taatattgtc 
tttatagtaa taaaaaaaac acaattaaat 
tccatgaccg ccattagcta gatggtttac 
tgaacagccg tgagagttac agctaacgcc 
tttcatttct tgaattgtta ggctttttgc 
ttttttagtg attcttgaag ttctgttgta 
tagaaatttg ccgatttaaa taattaacaa 
accccacaag tccatgcttg cccccaattt 



gctataaact tgggaaagaa cgtcaataat 60 
cttttctagt aagtgcaaga gagcttcgat 120 
tttgtttgcc attttaatca cgtctccttt 180 
tagtgctttt ttatctggta attaacaaac 240 
tccacaagtc catgcttgcc cccaatttac 300 
attaccatag tatttaccac ctgtaataga 360 
gtttttcata aagaacatct ccaaattata 420 
acgcagaafct ttggaagaafc gagfcacfctgt 480 
accccatgac cgccattagc tagatgattt 540 
actgaacaac catgagagtt acagctaaca 600 



ccattaccat agtatttacc acctgtgatg 
gtattcttca ttttgaatac ctcctgttaa 
tgtgaaattg tgtcaagttt agcaaatata 
ttcgacttga ctataacggt ataatactgg 
aattaggaga cttatatatt gtttaatctg 
gtggatgaag atgafctgfcgg aatcgcagct 
gaatattcac tatcaaaatt gcgattctta 
tttggactga taaaggctgc agaggaacta 
atgggcatct ttaaagatga aaatttaatg 
ggae.att.gttc tgcattocta cgttgtattt 
gacccagacc caacaatagg aattacggaa 
acgggtaatt tcataacatt ttcaaaagga 
aacagtttac tcaagtttat tcctattttg 
gctttcgccg caacactatt gatgataatt 
cttgtagata tatatatacc acacaaaaat 
ttaattggag cctatctttt acaggccgta 
atatttggac aaaatctttc tagaaaaatt 
ttacccatgt ctttcttctc aacacgtaga 
gcaagcaaga ttatagatgc tttggcaagt 
atgttggtta caatctcaat cgttctcgta 
ctggtatcta taccggtgta ctcagttata 
ctgaaccata aatcaatgga aaatgcagca 
actggcatag aaactgtaaa atcattaact 
gatagattcg aaaattttct taacagttcc 



gattttattt cttggatcgt taagctacgt €60 
ataattttta cacgatcagt gtagttctaa 720 
tattttaggc atggaaaaac ttgcttttaa 780 
tattactata tttgtttagc ttcacaaaaa 840 
ttgagataca aaaaattata ttgttcacaa 900 
tfcgaatafcga fcttttaaaaa fctfcfcggttce 960 
gcaaaaacca gtcaacaagg gactactatt 1020 
aatttagaag cgaatgcatt acaagctgat 1080 
ctaccaatca ttgcacatgt tttaaagcaa 1140 
gatgtfctcga aagacttttb aattattggt 1200 
atctccaaaa aggattttga aaatgaatgg 1260 
aagaactttg tttcagagaa gcagagaaat 1320 
agacagcaaa aatccctaat attctggata 1380 
agtattgcag gatcactttt ttcagaacaa X42U 
atggatacat tggggattat ctcgatttgc 1500 
atgacgtatt ttcagaattt tttactaact 1560 
attttaaatt atattaatca cctttttgaa 1620 
gttggcgaaa tagtctctcg gtttacagat 1680 
acgattttga ctctcttttt agatgtttgg 1740 
tttttaaata caaagttatt tatgatttct 1800 
atttatgcgt ttaaaaatac atttaatggc I860 
ttattgaatt ctgcaataat cgaaaacgta 1920 
tcagaagaat tttcctacaa tcaaatcact 1980 
fctacggtata cgatagctga ccaaggacag 2040 

2042 



<210> 10 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 
<400> 10 

aartattatg gnaayggngt 20 

<210> 11 
<211>20 
<212>ADN 

<213> Lactobacillus sake 
<400>11 

acatgatgnc cnccrttngc 20 

<210>12 
<211>37 
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<212> PRT 

<213> Lactobacillus sake 

<400> 12 



Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Ser Cys Asn Ser His Gly Cys Ser Val 

i 5 10 13 

Asn Trp Gly Gin Ala Trp Thr Cys Gly Val Asn His Leu Ala Asn Gly 
20 25 30 

Gly His Gly Val Cys 
35 



<210> 13 

v-211>2214 

<212>AON 

<213> lactobacillus sake 

<220> 
<221>CDS 
<222> (20) .. (2200) 

<400>13 
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aaattaggag acttatata ttg ttt aat ctg ttg aga tac aaa aaa tta tat 52 
Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr 
X 5 10 

5 tgt tea caa gtg gat gaa gat gat tgt gga ate gca get ttg aat atg 100 

Cys Ser Gin Val Asp Glu Aap Asp Cys Gly lie Ala Ala Leu Asn Met 
15 20 25 

att ttt aaa aat ttt ggt tec gaa tat tea eta tea aaa ttg cga ttc 148 
10 He Phe Lys Aaa Phe Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe 

30 35 40 

tta gca aaa acc agt caa caa ggg act act att ttt gga ctg ata aag 196 
Leu Ala Lys Thr Ser Gin Gin Gly Thr Thr He Phe Gly Leu He Lys 
15 45 50 55 

get gca gag gaa eta aat tta gaa gcg aat gca tta caa get gat atg 244 
Ala Ala Glu Glu Leu Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met 
60 65 70 75 

20 

ggc ate ttt aaa gat gaa aat tta atg eta cca ate att gca cat gtt . 292 
Gly He Phe Lys Asp Glu Asn Leu Met Leu Pro lie He Ala His Val 
80 85 90 

tta aag caa gga aaa gtt ctg cat tac tac gtt gta ttt gat gtt teg 340 
Leu Lys Gin Gly Lys Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser 

95 XOO 105 

aaa gac ttt tta att att ggt gac cca gac cca aca ata gga att acg 388 
Lys Asp Phe Leu He He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr 
30 ' 110 115 120 

gaa ate tec aaa aag gat ttt gaa aat gaa tgg acg ggt aat ttc ata 436 

Glu He Ser Lys Lys Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He 

125 130 135 

35 

aca ttt tea aaa gga aag aac ttt gtt tea gag aag cag aga aat aac 484 

Thr Phe Ser Lys Gly Lys Asn Phe Val Ser Glu Lys Gin Arg Asn Asn 

140 145 150 ' 155 

40 agt tta etc aag ttt att cct att ttg aga cag caa aaa tec eta ata 532 
Ser Leu Leu Lys Phe He Pro lie Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu lie 
160 165 170 

ttc tgg ata get ttc gee gca ata eta ttg atg ata att agt att gca 580 
46 Phe Trp He Ala. Phe Ala Ala lie Lsu Lou Mat Xle lie Sex Zle Ala 

-175 180 185 

gga tea ctt ttt tta gaa caa ctt gta gat ata tat ata cca cac aaa 628 

Oly Ser Leu Phe Ltu Glu QXxx Leu Val Aap He Tyr He Pro Hi a Iiya 
SO 190 195 200 



55 
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cac 

flla 


772 


Ctt 

Leu 


ttt 

rue 


gaa 

f2l ii 


tta 
Leu 
255 


ccc 


atg 


tct 


ttc ttc 

260 


tea aca cgt 

Cor Tl^T" Am 

otiiv J. 11x7 Hig 


aga 
Arg 


gtt 
vai 

26b 


ggc 

faiy 


gaa 
yiu 


820 


ata 

Tl *> 


gtc 

vai. 


tct 

Cor 
Oct 

270 


egg 
Arg 


ttt 
rue 


aca 
Thr 


gat 


gca age 

Hi a Car 
275 


aag att ata 

T.xr« Tl a Tl a 

uys ne lie 


gat 
Asp 
280 


get 
Aia 


ttg 
Leu 


gca 

Ala 


868 


agt 

Coy 


acg 
Thr 

285 


att 
lie 


ttg 
Leu 


act 
Thx 


etc 
Leu 


ttt 

■rue 

230 


tta gat 
Leu Asp 


gtt tgg atg 
vai xxp net 


ttg 
Leu 


gtt 

val 


aca 
Thr 


ate 
lie 


916 


tea 
Ser 

300 


ate 
lie 


gtt 

Val 


etc 
Leu 


gta 
val 


ttt 
Pne 

303 


tta 
Leu 


aat aca 
Asn Thx 


aag tta ttt 
Lys Leu Phe 

310 


atg 
Met 


att 
He 


tct 
Ser 


ctg 
Leu 

315 


964 


gta 

V»l 


tct 

Cav 


ata 

Tl A 

1 J.C 


ccg 

xrTO 


gtg 

Val 

320 


tac 
Tyr 


tea 

Cor 


gtt ata 

\f a 1 T 1 a 

vai ne 


att tat gcg 
lie xyr Aia 
325 


ttt 

Fate 


aaa 
Lys 


aat 
Asn 
330 


aca 
Thr 


1012 


ttt 

■true 


aat 
Asn 


ggc 

<jiy 


ctg 
Leu 
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ber net 
340 
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400 
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Lys 


eta att 
Leu He 


ctt ata gtc 
Leu He Val 

405 
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He 
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1540 
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1636 
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55 670 675 680 
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10 



get aag caa act gaa aat att ate gtt atg gat cac ggt gga att gtt 2116 
Ala Lys Gin Ear Glu Asn He He Val Met Asp His Gly Gly He Val 
685 690 695 

gaa aca ggt teg cat gat aaa tta ata ttg gaa aat gga tat tat aaa 2164 
Glu Thr Gly Ser Hie Asp Lys Leu He Leu Glu Asa Gly Tyr Tyr Lys 
700 705 710 ~ 715 

gaa tta tgt act gtg aag acg aag aaa aaa gaa ttt tagataaaac aaaa 2214 
Glu Leu Cys Thr Val Lys Thr Lys Lys Lys Glu Phe 

720 725 



<210> 14 
<211>727 
<212> PRT 

<213> lactobaciHus sake 



20 <400 14 
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40 



50 



55 
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Leu Phe Asn Leu Leu Arg Tyr Lys Lys Leu Tyr Cys Ser Gin Val Asp 
1 5 10 15 

fllw Aep Acp Cy» Gly Ho Ala Ala Leu Acn Mot He I>ho Lyo Asa Phe 
20 25 30 

Gly Ser Glu Tyr Ser Leu Ser Lys Leu Arg Phe Leu Ala Lys Thr Ser 

3S 40 4S 

10 Gin Gin Gly Thr Thr lie Phe Gly Leu He Lys Ala Ala Glu Glu Leu 

50 55 60 

Asn Leu Glu Ala Asn Ala Leu Gin Ala Asp Met Gly He Phe Lys Asp 
65 70 75 80 

15 

Glu Acn Lau Mot Lou Pro Ho Ho Ala Hie Val Leu Ly» Gin Oly Lya 
85 90 95 

Val Leu His Tyr Tyr Val Val Phe Asp Val Ser Lys Asp Phe Leu He 
100 105 no 

He Gly Asp Pro Asp Pro Thr He Gly He Thr Glu He Ser Lys Lys 
115 120 125 

Asp Phe Glu Asn Glu Trp Thr Gly Asn Phe He Thr Phe Ser Lys Gly 
25 13 0 135 140 

Lye Acn. Pho Val Cor Glu Lyo Oln Aarg Aran. Aon Sor Leu lieu Lye Phe 
145 ISO 155 160 



20 



30 



He Pro He Leu Arg Gin Gin Lys Ser Leu He Phe Trp He Ala Phe 
165 170 175 

Ala Ala He Leu Leu Met He He Ser He Ala Gly Ser Leu Phe Leu 
180 185 190 

Glu Gin Leu Val Asp He Tyr He Pro His Lys Asn Met Asp Thr Leu 
195 200 205 

Gly He He Sec lie Cyo Leu He Oly Ale Tyr Leu Leu Glu Ala Val 
210 215 220 



50 
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Met Thr Tyr Phe Gin Asn Phe Leu Leu Thr lie Phe Gly Gin Asn Leu 
225 230 235 240 

Ser Arg Lys lie lie Leu Asn Tyr lie Asn His Leu Phe Glu Leu Pro 
245 250 255 

Met Ser Phe Phe Ser Thr Arg Arg Val Gly Glu He Val Ser Arg Phe 
260 265 270 

Thr Asp Ala Ser Lys lie He Asp Ala Leu Ala Ser Thr He Leu Thr 
275 280- 285 

Leu Phe Leu Asp Val Trp Met Leu Val Thr He Ser He Val Leu Val 
290 - 295 300 

Phe Leu Asn Thr Lys Leu Phe Met He Ser Leu Val Ser He Pro Val 
305 310 315 320 

Tyr Ser Val He He Tyr Ala Phe Lys Asn Thr Phe Asn Gly Leu Asn 
325 330 335 

His Lys Ser Met Glu Asn Ala Ala Leu Leu Asn Ser Ala He He Glu 
340 345 350 

Asn Val Thr Gly He Glu Thr Val Lys Ser Leu Thr Ser Glu Glu Phe 
355 360 365 

Ser Tyr Asn Gin He Thr Asp Arg Phe Glu Asn Phe Leu Asn Ser Ser 
370 375 380 

Leu Arg Tyr Thr He Ala* Asp Gin Gly Gin Gin Ala Leu Lys Val Gly 
385 390 395 400 

Leu Lys Leu He Leu He Val Phe He Leu Trp Ala Gly Ala He Gin 
405 410 415 

Val Met Arg Gly Asn Leu Thr Val Gly Arg Leu Leu Ala Phe Asn Ala 
420 425 430 

jueu val *rnr Tyr pne lieu ash pro tieu Glu Asn lie lie Asn Leu Gin 
435 * 440 445 

Pro Lys Leu Gin Thr Ala Arg Val Ala Asn He Arg Leu Asn Glu Val 

450 4S5 460 

Leu Leu Val Asp Ser Glu Phe Asn Arg Gly Gly Arg Asp Ser Ser Thr 
465 470 475 480 

Asn Leu Asn Gly Asp He Val Phe Gin Asp Val Glu Phe Ser Tyr Gly 
485 490 495 

xyr cay ser Asn val iieu His Asn He Asn He Lys lie Gin Lys Asn 
500 505 510 

Ser Ser Thr Thr He Val Gly Met Ser Gly ser Gly Lye Ser Thr Leu 
515 520 525 

Ala Lys Leu Met Val Gly Phe Tyr Gin Ala Gly Ser Gly Gin He Leu 
530 535 540 
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Leu Asn Gly Lys Leu He Asp Asn He Asp Arg His Ala Leu Arg Gin 
545 550 555 560 

Ser He T3ir Tyr Val Pro Gin Glu Pro Val Met Phe Ala Gly Thr lie 
565 570 575 

Leu Glu Asn Leu XI e Met Gin Asn Lys Arg Asn Leu Ser He Asp Lys 

580 S8S> 590 

Val Lys Glu Ala Cys Arg lie Ala Glu lie Asp Lys Asp lie Glu Asn 
595 600 605 

Phe Pro Met Gly Tyr Asp Thr Asp He Ser Glu His Gly ser Ser He 

610 615 620 

Ser Val Gly Gin Lys Gin Arg Leu Ser He Ala Arg Ser Leu Leu Thr 
625 630 635 640 

Glu Ser Aon Val Lou I.eu Pha Aep Glu Ser Thr Ser Ser Leu Aop Thr 
645 650 655 

He Thr Glu Gin Arg He lie Glu Asn Leu Leu Asn Leu Asn Asp Lys 

660 665 670- 

25 Thr Leu He Phe Val Ala His Arg Leu Ser Val Ala Lys Gin Thr Glu 

675 680 • 685 

Asn He He Val Met Asp His Gly Gly He Val Glu Thr Gly Ser His 
690 6?5 700 



10 



15 



20 



30 



35 



Asp Lys Leu He Leu Glu Asn Gly Tyr Tyr Lys Glu Leu Cys Thr Val 

705 710 715 720 

Lys Thr Lys Lys Lys Glu Phe 
725 



<210> 15 
<211>3055 
40 <212ADN 

<213> lactobacitius sake 

<400>15 
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agcttcggga ttcttagcta tatcaatttt 
atcgagtaat tcactggatt ttacaggacg 
gttgttttta gattcagttt taatattgtc 
tttatagtaa taaaaaaaac acaattaaat 
tccatgaccg ccattagcta gatggtttac 
tgaacagccg tgagagttac agctaacgcc 
tttcatttct tgaattgtta ggctttttgc 
ttttttagtg attcttgaag ttctgttgta 
tagaaatttg ccgatttaaa taattaacaa 
accccacaag tccatgcttg cccccaattt 
ccattaccafc agtatttacc acctgtgatg 
gtattcttca ttttgaatac ctcctgttaa 
tgtgaaattg tgtcaagttt agcaaatata 
ttcgacttga ctataacggt ataatactgg 

aattaggaga ottatatatt gfcfctaatetg 

gtggatgaag atgattgtgg aatcgcagct 
gaatattcac tatcaaaatt gcgattctta 



gctataaact tgggaaagaa cgtcaataat 60 
cttttctagt aagtgcaaga gagcttcgat 120 
tttgtttgcc attttaatca cgtctccttt 180 
tagtgctttt ttatctggta attaacaaac 24 o 
tccacaagtc catgcttgcc cccaatttac 300 
attaccatag tatttaccac ctgtaataga 360 
gtttttcata aagaacatct ccaaattata 420 
acgcagaatt ttggaagaat gagtacttgfc 480 
accccatgac cgccattagc tagatgattt 540 
actgaacaac catgagagtt acagctaaca 600 
gattttattt cttggatcgt taagctacgt 660 
ataattttta cacgatcagt gtagttctaa 720 
tattttaggc atggaaaaac ttgcttttaa 780 
tattactata tttgtttagc ttcacaaaaa 840 
fctgagafcaca aaaaattafca ttgttcacaa 900 • 
ttgaatatga tttttaaaaa ttttggttcc 960 
gcaaaaacca gtcaacaagg gactactatt 1020 



tttggactga taaaggctgc agaggaacta aatttagaag cgaatgcatt acaagctgat 1080 
atgggcatet ttaaagatga aaatttaatg ctaccaafcca ttgcacafcgfc tttaaagcaa 1140 
ggaaaagttc tgcattacta cgttgtattt gatgtttcga aagacttttt aattattggt 1200 
gacccagacc caacaatagg aattacggaa atctccaaaa aggattttga aaatgaatgg 1260 
acgggtaatt tcataacatt ttcaaaagga aagaactttg tttcagagaa gcagagaaat 1320 

aacsgtttao feoaagtttaLt toetattttg agaoasoaaa aatooctaat attofcggata 

gctttcgccg caatactatt gatgataatt agtattgcag gatcactttt tttagaacaa 1440 
cttgtagata tatatatacc acacaaaaat atggatacat tggggattat ctcgatttgc 1500 
ttaattggag cctatctttt acaggccgta atgacgtatt ttcagaattt tttactaact 1560 
atatttggac aaaatctttc tagaaaaatt attttaaatt atattaatca cctttttgaa 1620 
ttacccatgt ctttcttctc aacacgtaga gttggcgaaa tagtcfcctcg gtttacagat 1680 
gcaagcaaga ttatagatgc tttggcaagt acgattttga ctctcttttt agatgtttgg 1740 
atgttggtta caatctcaat cgttctcgta tttttaaata caaagttatt tatgatttct 1800 
ctggtatcta taccggtgta ctcagttata atttatgcgt ttaaaaatac atttaatggc 1860 
ctgaaccata aatcaatgga aaatgcagca ttattgaatt ctgcaataat cgaaaacgta 1920 
actggcatag aaactgtaaa atcattaact tcagaagaat tttcctacaa tcaaatcact 1980 
gatagattcg aaaattttct taacagttcc ttacggtata cgatagctga ccaaggacag 2040 
caagctttaa aagtgggttt gaagctaatt cttatagtct ttatcttatg ggctggagca 2100 
atccaagtta tgagggggaa tctcacagtc ggaagattat tggcttttaa tgctttagta 2160 
acatactttt taaatccctt agagaatatt attaatttac aaccaaagct acaaactgca 2220 
agagtcgcta atattagact aaatgaagta ttattagtgg atfcctgagtt taataggggg 2280 
ggacgcgaca gctcaacaaa cttaaatggg gatatcgtat ttcaagatgt agaatttagt 2340 
tatggttacg gatcgaacgt attgcacaac atcaatataa aaatacaaaa gaatagtagt 2400 
acaacgattg ttggtatgag cggttctggg aaatccacat tagcaaaatt aatggttggt 2460 
ttctatoaag aoggatcagg acaaafcafcta ttaaafcggfca aattaatoga fcaaoattgat 2£30 
cgtcatgccc tgagacaatc gattacgtat gtaccacagg aaccggtaat gttcgcaggt 2580 
acaattttag aaaatcttat tatgcagaat aaaagaaatt tatctattga taaagtgaaa 2640 
gaggcatgta ggatagccga aattgataaa gatatagaaa attttcctat ggggtatgat 27 00 

etca^jatattt ccgdacdtgg gagttcaatc tcagtaggte aaaaacaaay a.ctLtcLatt 2 7<JO 
gcaagatcac tgctgacaga gtctaatgtt ttactgtttg atgaatcaac cagtagtttg 282Q 
gacactatta ctgagcagcg aataattgaa aacctattga atttaaatga caaaacatta 2880 
atattcgttg cacatcgatt gtcagttgct aagcaaactg aaaatattat cgttatggat 2940 
cacggtggaa ttgttgaaac aggtxcgcat gataaattaa tattggaaaa tggatattat 3000 
aaagaattat gtactgtgaa gacgaagaaa aaagaatttt agataaaaca aaaac 3 055 
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<212> ADN 

<213>Iactobacillussake 
<400>16 

ccttggtcag gctatcg 1/ 

<210> 17 
<211>20 
<212>ADN 

<213> lactobacillus sake 
<400> 17 

atcacctttt tgaattaccc 20 



Revendlcations 

1 . Polypeptide isole, caracterise en ce qu'H s'agit d'une bactefiocine, denommee Sakacine G de sequence ID N°1 2, 
issue de ia souche Lactobacillus sakei 2512 deposee aupres de la Collection Nationaie des Cultures de Mfcroor- 
ganismes (CNCM) sous le numero I-2479. 

2. Polypeptide isole selon la revendication 1 r caracteYisS en ce qu'il s'agit d'une bactefiocine de classe Ha. 

3. Pre-bactenocine isolee, caracferisee en ce qu'elle comprend la sequence ID N°2 et/ou ia sequence ID N*4 ou 
pr6-bacteriocine homologue de sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N°2 ou N°4. 

4. Bactertocine isoiee, caraeterisee en ce qu'eile comprend la sequence ID N # 12 ou bactertocine homologue de 
sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N°12. 

5. Aclde nucleique de sequence nucieotklique codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 4. 

6. Acide nucleique selon la revendication 5, de sequence ID N°1 et/ou de sequence ID N°3 ou acide nucleique homo- 
logue de sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N fl 1 ou N 8 3. 

7. Aclde nucleique selon la revendication 5 ,de sequence d'acide nucleique SEQ ID N°1 Sou aclde nucleique homologue 
de sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N°15. 

6. AOde nucleique selon la revendication 5, de sequence d'acide nucleique SEQ ID N*s ou acide nucleique homologue 
de sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N"9. 

9. Proteine d'lmmun'rte isoiee, caracterlsee en ce qu'eile comprend la sequence ID N°6 ou proteine d'immunite 
homologue de sequence similaire a au moins 70% de la sequence SEQ ID N°6. 

10. ABC-transporteur isole, caracterise en ce qu'il comprend la sequence ID N°14 ou ABC-transporteur homologue 
do &6quortco cimilalro a au moinc 70% de la sequence SEQ ID NM4. 

11. Aclde nucleique de sequence ID N e 5 ou acide nucleique homologue de sequence similaire a au moins 70% de la 
sequence SEQ ID N°5, codant pour un polypeptide selon la revendication 9. 

12. Aclde nucleique de sequence ID N*13 ou aclde nucleique homologue de sequence simHaire a au moins 70% de la 
sequence SEQ ID N°13, codant pour un polypeptide selon la revendication 10. 

13. Vecteurdeclonage et/ou d'expression comprenant un aclde nucleique selon Tune des revendlcations 5 a 8 t 11, 12. 

14. Cellule h6te transformed par un vecteur selon la revendication 13. 

15. Cellule hdte selon la revendication 14, caracterlsee en ce qu'H s'agit d'un microorganisme choisi parml les Lac- 
tococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Escherichia ou d'une levure. 
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16. Proc6de de production d'un polypeptide recombinant dans lequei un vecteur comprenant un acide nucleique selon 
Tune des revendications 5 a 8, 1 1 , 12 est transfere dans une cellule note qui est mise en culture des conditions 
permettant ('expression d'un polypeptide selon i'une des revendications 1 a 4 et 9 a 10. 

5 17, Utilisation d'un polypeptide selon Tune quelconque des revendications 1 a 4 comma agent actif contre des floras 
pathogenes ou indesirables dans la preparation de produits alimentaires. 

16. Utilisation selon la revendication 17, caracterisee en ce que ledit polypeptide est mis en ocuvre pour inhibef la 
crdssance et la propagation de Listeria dans les produits alimentaires. 

10 

19. Utilisation selon la revendication 18, caracterisee en ce que led it polypeptide est mis en oeuvre pour inhiber la 
croissance et la propagation de Listeria monocytogenes dans les produits alimentaires. 

20. Utilisation selon I'une quelconque des revendications 17 a 19, caracterisee en ce que ledit polypeptide est produit 
15 dans ie produit alimentaira a partir de la souche Lactobacillus Sakai 2512 deposee aupres de ia CNCM sous te 

numero I-2479. 

21. Utilisation de la souche Lactobacillus Sakei 2512 deposee aupres de la CNCM sous le numero 1-2479 dans des 
produits alimentaires pour y produlre un polypeptide bacteriocine selon Tune des revendications 1 a 4. 

20 

22. Composition bacteriocine caracterisee en ce qu'elle comprend au moins un polypeptide selon I'une quelconque 
des revendications 1 a 4 ou la souche de Lactobacillus Sakei 2512 deposee aupres de la CNCM sous ie numero 
I-2479. 

25 

Claims 

1. Isolated polypeptide, characterised in that it is a bacteriocin, named Sakacin G of sequence ID No. 1 2, derived 
from the strain Lactobacillus sa*e/ 2512 deposited with the Collection Nationale des Cultures de Microorganismes 

30 (CNCM) under deposit number 1-2479. 

2. Isolated polypeptide according to claim 1 , characterised in that it is a class I la bacteriocin. 

3. isolated pre-bacteriodn, characterised in that it comprises sequence ID No. 2 and/or sequence ID No. 4 or ho- 
35 mologous pre-bacteriocin of sequence similar to at least 70% of sequence ID No. 2 or 4. 

4. Isolated bacteriocin. characterised in that it comprises sequence ID No. 12 or homologous bacteriocin of sequence 
similar to at least 70% of sequence ID No. 12. 

ao 5. Nucleic acid of a nucleotide sequence encoding a polypeptide according to any one of claims 1 to 4. 

6. Nucleic acid according to claim 5, of sequence ID No. 1 and/or sequence ID No. 3 or homologous nucleic acid of 
sequence similar to at least 70% of sequence ID No. 1 or 3. 

45 7. Nucleic acid according to claim 5, of nucleic acid sequence SEQ ID No. 1 5 or homologous nucleic acid of sequence 
similar to at least 70% of sequence ID No. 15. 

8. Nucleic acid according to claim 5, of nucleic acid sequence SEQ ID No. 9 or homologous nucleic acid of sequence 
similar to at least 70% of sequence ID No. 9. 

so 

9. Isolated immunity protein, characterised in that it comprises sequence ID No. 6 or homologous immunity protein 

of coquonoo oimilar to at Icoot 70% of ooquonoo ID No. 6. 

10. isolated ABC transporter, characterised in that it comprises sequence ID No. 14 or homologous ABC transporter 
55 of sequence similar to at least 70% of sequence ID No. 14. 

11. Nucleic acid of sequence ID No. 5 or homologous nucleic acid of sequence similar to at least 70% of sequence ID 
No. 5, encoding a polypeptide according to claim 9. 
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12. Nucleic acid of sequence ID Mo. 13 or homologous nucleic acid of sequence similar to at least 70% of cequenoe 
ID No. 13, encoding a polypeptide according to claim 10. 

13. Cloning and/or expression vector comprising a nucleic acid according to any one of claims 5 to 8, 1 1 , 12. 

14. Host ceil transformed by a vector according to claim 13. 

1 5. Host cell according to claim 14, characterised In that it is a microorganism chosen among Lactococcus, Lactoba- 
cillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Escherichia or a yeast 

10 

16. Process for the production of a recombinant polypeptide, in which a vector comprising a nucleic acid according to 
any one of claims 5 to 8, 11, 12 is transferred into a host ceil which is cultured under conditions permitting the 
expression of a polypeptide according to any one of claims 1 to 4 and 9 to 10. 

is 17. Use of a polypeptide according to any one of claims 1 to 4 as an active agent against pathogenic or undesirable 
flora in the preparation of food products. 

18. Use according to claim 17, characterised in that said polypeptide is used to inhibit the growth and propagation of 
Listeria in food products. 

20 

19. Use according to claim 18, characterised fn that said polypeptide is used to inhibit the growth and propagation of 
Listeria monocytogenes in food products. 

20. Use according to any one of claims claim 17 to 19, characterised in that said polypeptide is produced in the food 
25 product from the strain Lactobacillus sakei 251 2 deposited with the CNCM under deposit number I-2479. 

21 . Use of the strain Lactobacillus sake! 25 12 deposited with the CNCM under deposit number 1 -2479 In food products 
> to produce therein a bacteriocin polypeptide according to any one of claims 1 to 4. 

30 22. Bacteriocin composition, characterised in that it comprises at least one polypeptide according to any one of claims 
1 to 4 or the strain Lactobacillus sakei 251 2 deposited with the CNCM under deposit number 1-2479. 



Patentansprfiche 

35 

1. Isoliertes Polypeptid, dadurch gekennzeichnet, daS es sich urn ein Bacteriocin, Sakacine G genannt, mit der 
Sequenz ID NO: 1 2 handelt, das von dem Stamm Lactobacillus sakei 251 2 stammt, der bei der Collection Nationale 
ties Cultures de Miuuuiyaulsmes (CNCM) unter der Nr. I-2479 hit Ueileyl wurde. 

40 2. Isoliertes Polypeptid nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daft es sich urn ein Bacteriocin der Klasse I la 
handelt 

3. Isoliertes Pre-Bacteriocin, dadurch gekennzeichnet, daB es die Sequenz SEQ ID NO: 2 und/oder die Sequenz 
SEQ ID NO:4 Oder homoioges Pre-Bacteriocin mit einer Sequenz mit wenigstens 70 % Similaritat zu der Sequenz 

45 SPO ID NO:2 orler NO:4 i imfaRt. 

4. isoliertes Bacteriocin, dadurch gekennzeichnet, daB es die SEQ ID NO: 12 Oder homoioges Bacteriocin mit einer 
Sequenz mit wenigstens 70 Simiiantat zu der Sequenz SEQ ID NO:12 umfa&t 

so 5. Nukleinsaure mit der Nukieotidsequenz, die fur ein Polypeptid nach den AnsprQchen 1 bis 4 codiert. 

6. Nukleinsaure nach Anspruch 5 mit der Sequenz SEQ ID NO:1 und/oder mit der Sequenz SEQ IDNO:3 oder homologe 
Nukleinsaure mit einer Sequenz mit wenigstens 70 % Simiiantat zu der Sequenz SEQ ID NO:1 oder NO:3. 

55 7. Nukleinsaure nach Anspruch 5 mit der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:15 oder homologe Nukleinsaure mit einer 
Sequenz mit wenigstens! 70 % Similarity zu der Sequenz SEQ ID NO: 15. 

8. Nukleinsaure nach Anspruch 5 mit der Nukleinsauresequenz SEQ ID NO:9 oder homologe Nukleinsaure mit einer 
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Sequenz mit wenigstens 70 % Similarity zu der Sequenz SEQ ID NO:9. 

9. Isdlertes Immunitatsprotein, dadurch gekennzeichnet, dafi es die Sequenz SEQ ID NO:6 Oder homologes ln> 
miinftatsnrntaln mit elnar Sequent mit wanigstans 70 % Similarity tu Her Senuenz SEO ID NO:6 umfaRt 

10. Isoiierter ABC-Transporter, dadurch gekennzeichnet, daQ er die Sequenz SEQ ID NO:14 oder elnen homologen 
ABC-Transporter mit einer Sequenz mit wenigstens 70 % Similarity zu der Sequenz SEQ ID NO: 14 umfafct. 

11. Nukleinsaure mit der Sequenz SEQ ID NO:5 oder homologe Nukleinsaure mit einer Sequenz mit wenigstens 70 % 
Similarity zu der Sequenz SEQ ID NO:5, die fur ein Poiypeptid nach Anspruch 9 codiert 

12. Nukleinsaure mit der Sequenz SEQ ID NO: 13 oder homologe Nukleinsaure mit einer Sequenz mit wenigstens 70 
% Similarity zu der Sequenz SEQ ID NO:13, die fur ein Poiypeptid nach Anspruch 10 codler. 

13. Kloniemngs- unH/nder Expressionsvektor. der eine NuMainsjiura nach einem dar Anspruche S his 8. 1 1 . 12 umfalit. 

14. Wirtszetle, die mit einem Vektor nach Anspruch 13 transformiert 1st. 

1 5. Wirtazall© nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft ea »ch urn cinen Mikroorganiamua, auagewahH unter 
Lactococcus, Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, Pediococcus, Escherichia und einer Hefe handelt. 

16. Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Polypeptids, in dem ein Vektor, der eine Nukleinsaure nach einem 
der Anspruche 5 bis 8, 11, 12 umfafit. in eine Wirtszelle transferiert wird, die unter Bedingungen kuttiviert wird, 
welche die Expression eines Polypeptids nach einem der Anspruche 1 bis 4 und 9 bis 10 eriauben. 

1 7. Verwendung eines Polypeptids nach einem der Anspruche 1 bis 4 als Wirkstoff geoen pathogene oder unerwunschte 
Flora bei der Herstellung von Lebensmittelprodukten. 

1 8. Verwendung nach Anspruch 1 7, dadurch gekennzeichnet, daft das Poiypeptid verwendet wird, urn das Wachstum 
und die Vermehrung von Listeria in Lebensmittelprodukten zu inhibleren. 

19. Verwendung nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, daft das Peptid verwendet wird, urn das Wachstum 
und die Vermehrung von Listeria monocytogenes In Lebensmittelprodukten zu inhibleren. 

20. Verwendung nach einem der Anspruche 1 7 bis 1 9, dadurch gekennzeichnet, da& das Poiypeptid in dem Lebens- 
mfttelprodukt durch den Stamm Lactobacillus sakei 2512, der bei der CNCM unter der Nr. 1-2479 hinteriegt wurde, 
produziert wird. 

21. Verwendung des Stamms Lactobacillus sakei 2512, der bei der CNCM unter der Nr. 1-2479 hinteriegt wurde, in 
Lebensmittelprodukten, urn dort Bacteriocin-Polypeptid nach einem der Anspruche 1 bis 4 zu produzieren. 

22. Bacteriocin-Zusammensetzung, dadurch gekennzeichnet, da& sie wenigstens ein Poiypeptid nach einem der 
Anspruche 1 bis 4 Oder den Stamm Lactobacillus sakei 2512, der bei der CNCM unter der Nr. I-2479 hinteriegt 
wurde, umfa&t 
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